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В данной работе исследовали температурные зависимости кинетик затухания флуоресценции молекул
триптофана в глицериновом растворе и в 1 M водном растворе трегалозы. Кинетики затухания флуоресцен�
ции измеряли в спектральной области 292,5–417,5 нм с наносекундным временным разрешением. Аппрок�
симацию кинетик затухания флуоресценции проводили в трехэкспоненциальном приближении, определя�
ли спектральное распределение (DAS) этих компонент. Был обнаружен антибатный ход температурных за�
висимостей времен затухания флуоресценции двух компонент (быстрой и средней) в температурном диапа�
зоне от –60 до +10 °C. Третья (медленная) компонента показывала слабую зависимость от температуры. Ан�
тибатное поведение времен затухания флуоресценции двух компонент моделировали в предположении, что
в определенном температурном интервале происходит переход части молекул триптофана, находящихся в
возбужденном состоянии, из коротковолновой B�формы, обладающей коротким временем жизни флуорес�
ценции, в длинноволновую R�форму с промежуточным временем жизни флуоресценции.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: триптофаны, ротамеры, флуоресценция, температурная зависимость, кинетики за�
тухания флуоресценции.

Функциональная активность белков сущест�
венно зависит от их конформационной динами�
ки – способности к конформационным перест�
ройкам, необходимым для реализации их спе�
цифических функций [1]. Считается, что реша�
ющее значение для функционально значимых
конформационных изменений имеют быстрые
стохастические структурные флуктуации в пи�
ко� или наносекундном временном интервале
[2] между различными конформационными
подсостояниями белковых молекул [3]. Полага�
ют, что белки характеризуются большим набо�
ром этих конформационных подсостояний, раз�
деленных локальными энергетическими барье�
рами и отражающих сложные рельефы их энер�
гетических поверхностей. Поскольку высоты
данных энергетических барьеров могут значи�
тельно варьировать, временная шкала белковой

подвижности может охватывать несколько по�
рядков величины [4, 5]. При понижении темпе�
ратуры стохастическая белковая подвижность
замедляется и может локализоваться на времен�
ной шкале, характерной для специфического
функционального процесса, осуществляемого
конкретным белком. На динамические характе�
ристики белка существенное воздействие ока�
зывает также тип и количество окружающих его
молекул растворителя (прежде всего – воды).
Эти молекулы создают локальный поверхност�
ный слой, который может действовать как плас�
тификатор или, наоборот, как стабилизатор
конформационных мод, соответственно, облег�
чая или затрудняя переходы между конформа�
ционными подсостояниями [3, 6]. Следователь�
но, динамика белка, влияющая на его функцио�
нальную активность, может быть модифициро�
вана не только с помощью температурного фак�
тора, но и путем внедрения белка в матрицу по�
лимерного геля, дегидратации, а также сольва�
тации различными криорастворителями [6–9].
Malferrari et al. [10] исследовали влияние гидра�
тации и дегидратации трегалозной матрицы на
кинетику восстановления первичного донора
ФС1 P700•+. Редегидратация трегалозной мат�
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рицы при комнатной температуре имитировала
эффект замораживания ФСI в водно�глицери�
новом растворе. Параллельное изучение дина�
мических и функциональных показателей фер�
ментов в условиях варьирования температуры и
состава растворителей является мощным
инструментом изучения механизмов процессов,
осуществляемых этими белками.

Флуоресцентная спектроскопия триптофа�
нилов в составе белков широко используется в
качестве природного внутреннего индикатора
конформации белков, их динамики, межмоле�
кулярных взаимодействий. Известно, что дина�
мическое (спектрально�кинетическое) поведе�
ние молекул триптофана очень чувствительно к
состоянию окружающей среды [11, 12]. Флуо�
ресценция индольного хромофора высокочув�
ствительна к состоянию его окружения, в ре�
зультате он является индикатором даже неболь�
ших изменений в этом окружении [13]. Если
структура белков известна, то изменения трип�
тофановой флуоресценции могут быть, в прин�
ципе, интерпретированы в терминах структур�
ных изменений на уровне атомного разрешения.
В качестве показателя состояния внутримолеку�
лярной динамики белка, в т.ч. при пониже�
нии/повышении температуры, уже давно изме�
ряют положение максимума спектра флуорес�
ценции белковых триптофанилов, определяе�
мое релаксационными характеристиками по�
лярного окружения возбужденного хромофора
[14, 15]. Сложнее обстоит ситуация с интерпре�
тацией влияния состояния окружения на дли�
тельность флуоресценции белковых триптофа�
нилов. Детальное выяснение природы локаль�
ных изменений окружения триптофановых ос�
татков в структуре белка, влияющих на регист�
рируемые в эксперименте зависимости от тем�
пературы длительности флуоресценции, требует
тщательных комплексных исследований. Воз�
можным подходом на этом пути является изуче�
ние температурных зависимостей времен жизни
флуоресценции триптофана в различных средах,
что и явилось предметом данного исследования.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Измерения кинетики флуоресценции прово�
дили на установке с коррелированным по вре�
мени и длине волны счетом единичных фотонов
PML�16 («Becker&Hickl», Германия). Данная ус�
тановка оборудована 16�канальной мультианод�
ной трубкой Hamamatsu R5900, содержащей 16 раз�
дельных выходных анодных элементов и общую
катодную и динодную систему. Сигнал флуорес�
ценции проходит через полихроматор, снабжен�

ный дифракционной решеткой 600 штрихов/мм,
обеспечивающей спектральную полосу измеритель�
ной системы 200 нм с разрешением 12,5 нм/ка�
нал. Это позволяет регистрировать трехмерную
картину флуоресценции, отражающую измене�
ния длительности (τ), спектра (λ) и интенсив�
ности (I) свечения. Флуоресценцию образца
возбуждали при 280 нм с помощью пикосекунд�
ного полупроводникового диода EPLED 280
(«Edinburg Photonics», Шотландия), длительность
импульса составляла 870 пс, спектральная ши�
рина – 10 нм, частота следования импульсов –
10 МГц, время накопления сигнала – 30 с. Таким
образом, регистрируя трехмерное (τ, λ, I) изоб�
ражение свечения триптофанилов, мы могли
измерять кинетики затухания флуоресценции
для любого спектрального канала в области
292,5–417,5 нм. Образец при измерениях нахо�
дился в охлаждаемой жидким азотом кювете,
температуру которой контролировали с по�
мощью термопары. Время охлаждения до –180 °C
составляло ~10 мин, скорость последующего
нагревания – 5–7 град/мин. В работе использо�
вали триптофан и трегалозу фирмы «Sigma»
(США) и глицерин фирмы «Merck» (Германия).
Концентрация триптофана в образце составляла
10 мМ.

Получаемый в результате измерений массив
спектрально�кинетических данных представля�
ет собой набор кинетик затухания флуоресцен�
ции, зарегистрированных на разных спектраль�
ных каналах в области длин волн 292,5–417,5 нм
с интервалом 12,5 нм. Число эксперименталь�
ных точек для каждой кинетики составляет 4096.
Для каждого спектрального канала измеряли
также число фотонов, зарегистрированных в
данной области спектра.

Аппроксимацию экспериментальной кинети�
ки проводили для каждого спектрального канала
при помощи программы SPCImage («Bekker&
Hickl», Германия) по формуле (1): 

F(τ,λ) = Σi ai(λ) × exp(–τ/τi),         (1)

где ai(λ) представляет собой зависящий от дли�
ны волны предэкспоненциальный множитель
компоненты со временем жизни τi, i обозначает
номер компоненты.

Данная программа позволяет разлагать ки�
нетики по методу Марквардта–Левенберга на
сумму от одной до пяти экспонент, свернутых с
аппаратной функцией IRF, измеряемой для
каждого спектрального канала. Мы ограничи�
лись тремя экспонентами, т.к. дальнейшее уве�
личение числа компонент не приводило к сни�
жению χr

2. На первом этапе производили сво�
бодное варьирование параметров ai и τi для каж�
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дого спектрального канала. Затем полученные
значения τi (1 � i � 3) усредняли по всем спект�
ральным каналам. Полученные усредненные
значения τi подставляли в программу глобаль�
ного анализа по всем спектральным каналам
Globals Unlimited (Illinois University) как неварь�
ируемые параметры для окончательного опреде�
ления предэкспоненциальных коэффициентов
ai(λ), которые затем использовали для получе�
ния DAS (Decay Associated Spectra) для каждой
компоненты. Среднеквадратичную (стандарт�
ную) ошибку аппроксимации χr

2 рассчитывали
по формуле (2): 

χr
2 = 1/(N – p – 1) × Σj (dj – fj)

2 /dj (1 � j � 4096) , (2)

где dj – экспериментальные значения кинетики
затухания флуоресценции в момент времени j, fj –
значение рассчитанной для данного момента вре�
мени теоретической кривой, равной свертке функ�
ции (1) с аппаратной функцией (f = F⊗IRF), N –
число экспериментальных точек, p – число па�
раметров теоретической кривой.

Полученные значения χr
2 усредняли по всем

спектральным каналам. В наших вычислениях
среднее значение χr

2 не превышало 1,4 в случае
трехэкспоненциального приближения, тогда
как в биэкспоненциальном приближении зна�
чение величин χr

2 было выше 1,8. Поэтому во
всех расчетах мы пользовались трехэкспоненци�
альным приближением.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящей работе мы детально исследова�
ли температурные зависимости длительности
флуоресценции триптофана в 50%�ном водно�
глицериновом растворе и в 1 М водном раство�
ре трегалозы. При комнатной температуре ки�
нетика флуоресценции в обоих случаях хоро�
шо аппроксимируется тремя экспонентами со
временами τ1 ≈ 4 ± 0,05 нс, τ2 ≈ 6,5 ± 0,08 нс и
τ3 ≈ 12,5 ± 0,2 нс. Согласно нашим исследовани�
ям [16], сложный характер кинетики затухания
флуоресценции триптофанов в растворе и в сос�
таве белков можно объяснить наличием трех
возможных ротамеров индольных колец вокруг
связи Сα–Сβ, возникающих в результате элект�
ростатических взаимодействий в молекуле
триптофана. При этом обычно заселенность од�
ного из ротамеров существенно выше, чем двух
других. В свою очередь среди этих двух также пре�
обладает по заселенности один из ротамеров.

В случае, когда триптофаны находятся в сос�
таве белковой матрицы, в дополнение к явным
ротамерам боковой цепи триптофана специфи�

ческим источником гетерогенности кинетики
регистрируемого сигнала флуоресценции явля�
ются микроконформационные состояния бел�
ков в локальном окружении индольного кольца.
Поэтому для белков правильнее говорить о кон�
формерах вместо ротамеров [17]. Для описания
кинетики затухания флуоресценции триптофа�
нов в белке больше подходит непрерывное расп�
ределение времен жизни, чем описание с ис�
пользованием дискретного набора экспонент.
Физической основой для таких распределений
являются взаимные переходы между различны�
ми конформациями, каждая из которых харак�
теризуется квази�континиумом энергетических
подсостояний для триптофанового остатка в
различных окружениях [17].

Вместе с тем и описание дискретными экс�
понентами, очевидно, может дать адекватную
качественную картину характера происходящих
в исследуемых образцах изменений состояния
флуоресцирующих хромофоров при широком
варьировании температуры среды. Мы смодели�
ровали эту ситуацию для регистрируемой темпе�
ратурной зависимости кинетики флуоресцен�
ции растворов триптофана в глицерине и трега�
лозе.

На рис. 1 приведены кинетики затухания
флуоресценции триптофана и их аппроксима�
ции в трехэкспоненциальном приближении при
температурах –100 и –30 °С. Видно, что треэкс�
поненциальное приближение хорошо описыва�
ет кинетики затухания флуоресценции. Точ�
ность определения при данном трехэкспонен�
циальном приближении (95%�ный доверитель�
ный интервал) короткого времени затухания
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Рис. 1. Кинетики затухания флуоресценции триптофана в
глицерине при температуре –100 °C (1) и –30 °C (2) при
длине волны 330 нм
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флуоресценции составляет примерно ±50 пс,
промежуточного времени ±80 пс, для длинной
компоненты ±200 пс.

Пример полученного набора спектров DAS
для трехэкспоненциального разложения кине�
тик флуоресценции для триптофана в растворе
при температуре –100 и –30 °С показаны на рис. 2.

Результаты анализа спектрально�временных
параметров кинетик флуоресценции (рис. 1) по�
казали, что в исследуемых образцах при низких
температурах триптофан присутствует главным
образом в двух ротамерных формах, отвечаю�
щих коротковолновой («голубой», В) и длинно�
волновой («красной», R) областям спектра флуо�
ресценции. При температуре жидкого азота В�фор�
ма характеризуется временем жизни τ1 ≈ 4,8 нс и
максимумом флуоресценции около 295 нм; R�фор�
ма при этой температуре имеет время жизни флуо�
ресценции τ2 ≈ 6,5 нс и максимум около 315 нм.
Вклад третьей формы с τ3 = 12,5 нс мал, и в пос�
ледующем кинетическом анализе мы его не учи�
тывали.

На рис. 3 представлены температурные зависи�
мости длительности флуоресценции B� и R�форм
ротамеров триптофана в водно�глицериновом
растворе (а) и в трегалозе (б). Видно, что в диа�
пазоне температур от –180 до –60 °C τB и τR из�
меняются слабо. При дальнейшем увеличении
температуры τB начинает уменьшаться с 4,8 до
2,2 нс, достигая минимума при –13 °C, при
дальнейшем росте температуры значение τB

вновь увеличивается. В свою очередь в диапазо�
не температур от –60 до –15 °C τR увеличивает�
ся, а затем уменьшается. При этом относитель�
ные вклады в общий сигнал флуоресценции от

B� и R�форм при T = –100 °C составляют 0,47 и
0,53, тогда как при T = –30 °C эти вклады равны
0,1 и 0,9 соответственно. Величину вкладов от
различных форм ротамеров в общий сигнал
флуоресценции Ф определяли по формулам (3): 

ФB = SBτB/(SBτB + SRτR);    ФR = SRτR/(SBτB + SRτR), (3)

где SB(R) обозначает площади спектральных амп�
литуд кинетических компонент со временами τB

и τR (a1 и a2 на рис. 2, при этом вклад от третьей
компоненты не учитывался). Налицо имеется
перекачка энергии излучения от B� к R�форме.

Из наших данных следует, что длительности
кинетических компонент (рис. 3) и их спект�
ральные амплитуды (данные не приведены) за�
висят от температуры. Характерным для трипто�
фанов как в водно�глицериновом растворе, так
и в трегалозе является существование темпера�
турной области, в которой времена жизни флуо�
ресценции В� и R�компонент изменяются анти�
батно. Время третьей компоненты во всей об�
ласти температур было практически постоян�
ным (данные не приведены), при этом ее спект�
ральная амплитуда незначительна (рис. 2). Об�
ласть перехода части В�ротамеров в R�форму,
как видно из рис. 3, попадает в область темпера�
тур выше –50 °С. Это область, в которой проис�
ходит размораживание используемых нами зас�
теклованных растворов. Так, по данным диффе�
ренциальной сканирующей калориметрии для
~30%�ного раствора трегалозы (по весу) в воде
точка стеклования (Tg) составляет около –42 °С
[18]. Согласно данным Olsson et al. [18], раствор
трегалозы этой концентрации частично крис�
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Рис. 2. DAS (Decay Associated Spectra) для трехэкспоненциального разложения кинетик флуоресценции триптофана при
температуре –100 °C (а) и –30 °C (б). Квадратами, кружками и треугольниками обозначены, соответственно, спектры
быстрой, промежуточной и медленной компонент флуоресценции
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таллизуется в ходе нагревания между температу�
рами стеклования (Tg) и плавления (около –10 °С).
Иными словами, в ходе нагревания застекло�
ванного раствора в этой области происходят су�
щественные изменения внутримолекулярной
динамики системы, которые и приводят к наб�
людаемому переходу между ротамерами трипто�
фана. Сходные процессы, очевидно, протекают
и в ходе нагревания замороженного 50%�ного
раствора глицерина.

Итак, при определенной температуре в сре�
де возникают условия для перехода части В�ро�
тамеров в R�форму. Как будет показано ниже,
это происходит в результате попадания точки
пересечения электронных поверхностей воз�
бужденных состояний двух форм ротамеров в
область перекрывания спектров локальных ко�
лебаний этих ротамеров в данной области энер�
гии. Как следствие, происходит увеличение
скорости затухания флуоресценции B�ротаме�
ров (уменьшение времени жизни) и замедление
скорости затухания флуоресценции R�ротаме�
ров (увеличение времени жизни). Условия для
данного перехода B*→R* должны иметь резо�
нансный характер типа гауссовой зависимости,
аналогичный перекрытию спектров локальных
колебаний.

Зависимость от температуры констант скорос�
тей затухания флуоресценции для B� и R�форм
триптофанов аппроксимировали формулами (4),
где члены с гауссовой функцией описывают резо�

нансный переход от одной формы ротамера к
другой:

kB = kB0 + kBT × exp(–(T – TB0)
2/ΔTB0

2);

kR = kR0 – kRT × exp(–(T – TR0)
2/ΔTR0

2) +  
+ kRT1 × exp(–(T – TR1)

2/ΔTR1
2);                     (4)  

τB = 1/kB;    τR = 1/kR ,

В формулах (4) температура выражается в
шкале Цельсия, kB и kR обозначают константы
скоростей затухания флуоресценции B� и R�форм
триптофана, kB0 и kR0 – константы скоростей за�
тухания флуоресценции B� и R�форм в отсут�
ствие перехода B*→R*, параметр kBT равен амп�
литуде скорости перехода триптофанов из B*� в
R*�форму, kRT определяет максимальное увели�
чение времени затухания флуоресценции для
R�формы. Параметры TB0 и ΔTB0 обозначают центр
и ширину области температур, благоприятной
для перехода B�формы в R�форму, параметры
kR0, TR0 и ΔTR0 описывают изменение константы
скорости затухания флуоресценции R�формы в
результате перехода B*→R*. Для более точной
аппрокимации температурной зависимости kR

необходимо было предположить, что при высо�
кой температуре (T > –10 °C) возникает канал
перехода R*�формы в третью ротамерную фор�
му. Параметры kRT1, TR1 и ΔTR1 описывают резо�
нансный переход R*�формы триптофана в
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Рис. 3. а – Температурная зависимость длительности флуоресценции B� и R�форм триптофана в водно�глицериновом
растворе, б – в трегалозе. Аппроксимацию температурной зависимости проводили по формулам (4)
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третью ротамерную форму, в результате чего про�
исходит уменьшение времени затухания R�фор�
мы. Параметры τB и τR обозначают время затуха�
ния флуоресценции форм B и R соответственно.
В данной модели учитываются как прямой
(B*→R*), так и обратный (R*→B*) переходы.

Отвечающие длительностям флуоресценции
τ1, τ2 и τ3 типы ротамеров триптофана (1), (2), (3)
определяются смещением индольного кольца
вокруг связи Cα–Cβ на различные углы (0° (1),
60° (2) и 120° (3)) . Переход от ротамера (1)* к ро�
тамеру (2)* (звездочка обозначает возбужден�
ные состояния ротамеров) сопряжен с преодо�
лением потенциального барьера ~4,4 Ккал/М
(Ea ≈ 1550 см–1) [19]. Предлагаемая схема дина�
мики потенциальных поверхностей для акцеп�
тирующих мод ротамеров триптофана в возбуж�
денном состоянии показана на рис. 4. Принцип
функционирования этой схемы состоит в следу�
ющем. При таком расположении потенциаль�
ных поверхностей вследствие большой величи�
ны Ea надбарьерный переход из B*� в R*�форму
затруднен. Однако если предположить, что при
повышении температуры взаимное положение
индольных колец триптофана изменяется, потен�
циальная поверхность B*�формы может сбли�
зиться с потенциальной поверхностью R*�фор�
мы, при этом условия для перехода B*→R* су�
щественно облегчаются.

Для описания безызлучательных переходов в
ароматических молекулах типа бензола справед�
ливо приближение локальных мод, когда в каче�
стве акцепторных мод рассматриваются различ�
ные колебания валентных связей [20]. Для аро�
матических циклических соединений акцептор�
ные моды перехода связаны с колебаниями
C–H�групп, при этом расстояния между колеба�
тельными уровнями достаточно велики (рис. 4).
Мы считаем, что для перехода B*→R* активны�
ми являются деформационные колебания вне
плоскости индольного макроцикла, частота ко�
торых составляет ~1300 см–1 [21]. При низких и
комнатных температурах акцептирующая мода
перехода B*→R* с подавляющей вероятностью
находится в основном состоянии (рис. 4), при
этом расстояние между нулевым и первым коле�
бательными уровнями составляет для деформа�
ционных колебаний ~1300 см–1. При достаточно
высокой энергии реорганизации среды актива�
ционный барьер перехода является большим
(рис. 4, Ea). В результате, как мы уже отмечали
выше, при обычных условиях переход B*�рота�
мера в R*�ротамер происходит по туннельному
механизму с низкой скоростью. При изменении
температуры в области стеклования среды в
ближайшем окружении молекулы триптофана
могут происходить значительные флуктуации
структуры, в т.ч. микроконформационные пере�
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Рис. 4. Схема динамики потенциальных поверхностей возбужденных состояний ротамерных форм триптофана B* и R*
при повышении температуры. Жирной стрелкой показано движение потенциальной поверхности B* к потенциальной
поверхности R* при изменении температуры, Ea – энергия активации перехода B*>R*, Bs* – промежуточное положение
потенциальной поверхности, 0 и 1 – нулевой и первый колебательный уровни энергии B�ротамера, Δε – ширина спектра
акцепторной моды
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ходы, связанные с перестройкой водородных
связей и зарядовых групп. Такой процесс может
вызывать поворот индольного цикла ротамера B*
на некоторый угол в направлении к его положе�
нию в R*�ротамере, что приводит к смещению
потенциальной поверхности B*�состояния в
сторону потенциальной энергии R*�состояния
и, как следствие, к уменьшению энергии реор�
ганизации и снижению активационного барьера
перехода B*→R* (рис. 4). Более того, при опре�
деленной температуре может произойти совпа�
дение колебательных спектров акцепторной мо�
ды для разных потенциальных поверхностей, в
результате чего деформационная колебательная
мода становится активной для перехода B*→R*.
На рис. 4 этот момент изображен промежуточным
положением потенциальной поверхности Bs*.

Таким образом, при изменении температуры
может происходить совмещение (резонанс)
спектров локальных колебаний молекулы рота�
мера триптофана в возбужденном состоянии
для B*� и R*�форм. При определенной темпера�
туре имеет место резонанс, т.е. максимальное
перекрытие колебательных спектров акцепти�
рующей моды разных форм ротамеров в области
пересечения термов возбужденных состояний
двух форм триптофана, что соответствует мак�
симальной скорости перехода B*→R* (рис. 4).
При дальнейшем увеличении температуры про�
исходит нарушение этого резонанса. При этом
время затухания τB начинает возвращаться к
первоначальному значению 4,8 нс. Однако время
затухания τR не возвращается к величине 6,5 нс,
а продолжает уменьшаться и при T > 0 °C падает
ниже 6 нс, т.к. для R�формы, вероятно, откры�
вается свой канал дополнительного тушения
флуоресценции, например, канал перехода дан�
ного ротамера в третью форму.

Отметим, что правильное описание антибат�
ного характера температурной зависимости вре�
мен затухания флуоресценции триптофана воз�
можно только в предположении, что переход
B→R происходит в возбужденном состоянии
молекулы триптофана. Действительно, внутри�
молекулярная константа скорости затухания
флуоресценции не зависит от температуры. Тем�
пературная зависимость времени жизни возбуж�
денного состояния молекул возникает за счет их
интеркомбинационного перехода в триплетное
состояние или безызлучательного перехода в ос�
новное состояние [22, 23]. При этом характер
температурной зависимости времени затухания
флуоресценции имеет аррениусовский характер.
В нашем случае в дополнение к перечисленным
выше механизмам антибатный характер темпе�
ратурной зависимости длительности флуорес�
ценции B� и R�форм возникает в результате пе�

рехода B�формы триптофана в R�форму в синг�
летном возбужденном состоянии, переход
B*→R*. Мы считаем, что уменьшение значения
τB при увеличении температуры от –60 до –10 °C
происходит за счет открытия дополнительного
канала дезактивации B*�формы – ее перехода в
R*�форму. При дальнейшем повышении темпе�
ратуры резонанс между спектрами локальных
колебаний ротамеров нарушается, в результате
чего τB начинает возвращаться к первоначаль�
ному уровню.

Результаты аппроксимации показывают, что
в водно�глицериновом растворе и в трегалозе
положение центра гауссовой составляющей тем�
пературной зависимости времени затухания
флуоресценции, ее ширина в области темпера�
тур перехода B*→R*, а также амплитуда разли�
чаются. Центр гауссовой кривой температурной
области находится около –13 °С для триптофана
в водно�глицериновом растворе и –23 °С в тре�
галозе. Полуширина гауссовой составляющей
температурной кривой составляет 40° (28 cм–1)
для триптофана в водно�глицериновом растворе
и 30° (21 cм–1) для триптофана в трегалозе. Мак�
симальная скорость перехода B*→R* для водно�
глицеринового раствора равна 2,2 × 108 с–1. Для
трегалозы данная скорость несколько меньше –
1,8 × 108 с–1.

Интересным является факт более узкого
распределения энергий локальных колебаний,
благоприятных для перехода B*→R* триптофа�
нов в трегалозе по сравнению с триптофаном в
водно�глицериновом растворе. Это, по всей ви�
димости, связано со структурой трегалозы,
близкой к кристаллической, что вызывает эф�
фект обеднения спектра локальных колебаний в
окрестности молекулы триптофана, в некото�
ром смысле аналогичный эффекту Шпольского
в кристаллических матрицах при низких темпе�
ратурах.

Мы установили, что в водно�глицериновом
растворе и трегалозе триптофаны существуют
по крайней мере в виде трех ротамерных форм,
отличающихся как по спектру свечения, так и
по длительности флуоресценции. Впервые об�
наружена удивительная немонотонная зависи�
мость длительности флуоресценции τB и τR двух
ротамеров от температуры, причем в диапазоне
–60 до +10 °C τB изменяется антибатно по отно�
шению к τR. Примерно такая же зависимость
получена нами и для триптофановой флуорес�
ценции в фотосинтетических реакционных
центрах пурпурных бактерий (неопубликован�
ные данные). Для объяснения антибатного ха�
рактера температурной зависимости τB и τR

триптофанов в растворе мы предложили модель,
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согласно которой в определенном температур�
ном диапазоне возникают условия для перехода
возбужденных молекул одной ротамерной фор�
мы B* в другую R*. Это становится возможным,
если точки пересечения электронных поверх�
ностей энергии возбужденных состояний двух
форм ротамеров попадают в область перекрыва�
ния спектров локальных колебаний, и возника�
ет резонанс. За пределами этого температурного
диапазона резонанс между колебательными
уровнями нарушается, вследствие чего длитель�

ность флуоресценции не зависит от температу�
ры. Возможно, существует и иное объяснение
обнаруженных нами эффектов. Мы продолжаем
исследования в этой области и надеемся более
точно определить природу антибатной зависи�
мости τB и τR от температуры.
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The temperature dependences of fluorescence kinetics of tryptophan molecules in glycerol solution and in a trehalose
matrix were studied. The fluorescence decay kinetics were measured in the spectral range 292.5–417.5 nm with
nanosecond time resolution. The kinetics curves were analyzed in three�exponential approximation, and the spectral
distribution (DAS) of these components was determined. An antibate course of fluorescence decay times of two (fast
and medium) components in the temperature range from –60 to +10 °C was observed. The third (slow) component
showed a weak temperature dependence. The antibate behavior of fluorescence lifetimes of the fast and medium com�
ponents is explained on the assumption that some of the excited tryptophan molecules are transferred from a short�
wave form B with short fluorescence lifetime to a long�wave R form with an intermediate fluorescence lifetime. This
transfer occurs in a certain temperature range.
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